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PREFACIO

Os paises da Regido das Américas adotaram a meta de interromper a transmissao endémica do sarampo e da rubéola
até os anos 2000 e 2010, respectivamente. Gracas a implementacao bem-sucedida das estratégias de vacinacao
contra o sarampo e a rubéola, os paises interromperam a transmissao endémica do sarampo em 2002 e da rubéola
em 2009. Apos um processo de verificacao, a Regido das Américas foi declarada livre da rubéola endémica e da sin-
drome darubéola congénita (SRC) em 2015 e livre do sarampo em 2016.

Paramanter aeliminacdo do sarampo e da rubéola na Regido, é essencial que a vigilancia laboratorial siga as reco-men-
dacoes estabelecidas dentro da Rede Regional de Laboratérios de Sarampo e Rubéola (RRLSR) da OPAS e garanta
que todos os laboratérios nacionais que participam da Rede Mundial de Laboratorios de Sarampo e Rubéola (RMLSR)
da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) e da RRLSR fornecam resultados precisos e confiaveis.

Como parte do apoio laboratorial e da experiéncia técnica fornecidos pela OPAS nafase posterior a eliminacdo (uma
vez declarada aeliminacdo), foram formuladas e divulgadas continuamente orientacdes técnicas sobre as estratégias
derealizacao de testes, correlacao e interpretacao de resultados, treinamentos e transferéncia de tecnologia, afimde
melhorar a capacidade dos laboratdrios nacionais para fornecer resultados que permitam uma classificacio precisa
dos casos e otimizar a resposta do sistema de vigilancia dos paises para detectar virus importados e fornecer, a partir
do laboratério, orientacdes para o estudo de cadeias de transmissao.

O objetivo deste documento é fornecer informacdes sobre as amostras clinicas necessarias e os testes disponiveis
nos laboratérios nacionais para apoiar a vigilancia laboratorial do sarampo e da rubéola, mantendo a garantia da
qualidade estabelecida pela RMLSR da OMS. Além disso, fornecer orientacdo técnica para padronizar os testes
laboratoriais para o sarampo e a rubéola nos casos esporadicos com resultado inicial IgM positivo, onde foram de-
senvolvidos algoritmos para a analise, bem como no estudo das cadeias de transmisséo, para fornecer as evidéncias
exigidas pelo sistema e otimizar o uso dos recursos. Este documento € essencialmente uma ferramenta para ajudar
amelhorar ainvestigacao laboratorial e a classificacdo dos casos de sarampo e rubéola na Regido das Américas, um
requisito fundamental para manter a eliminacao desses dois virus na Regiao.

Cuauhtémoc Ruiz Matus

Chefe da Unidade de Imunizacao Integral

Departamento da Familia, Promocéao da Saude e Ciclo de Vida
OPAS/OMS
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RESUMO

O objetivo deste documento é orientar e padronizar a andlise de amostras de casos suspeitos de sarampo e rubéola
na rede de laboratdérios da Regido das Américas. Nele sao apresentados alguns dados pertinentes sobre a elimi-
nacdo do sarampo e da rubéola na Regido, a obtencdo de amostras bioldgicas necessarias para realizar as andlises
laboratoriais e os métodos ou testes disponiveis na rede regional de laboratorios. Além disso, no documento sao
descritas as principais atividades relacionadas a garantia da qualidade nos laboratérios que integram a Rede Mundial
de Laboratorios de Sarampo e Rubéola, bem como a notificacdo de casos detectados e a notificacao dos resultados
ao sistema de vigilancia.

Este documento servird como ferramenta para aumentar a capacidade dos profissionais de salide para analisar ca-
sos, melhorar a correlacao dos resultados laboratoriais com os dados clinicos e epidemioldgicos e otimizar o uso dos
testes laboratoriais para o beneficio da comunidade, do sistema de vigilancia e dos tomadores de decisdo. Com essa
finalidade, sdo apresentados o algoritmo de rotina e o algoritmo complementar para analisar as amostras de casos
suspeitos com resultado inicial IgM positivo ou indeterminado. Foram incluidas uma secdo para destacar a funcao
do laboratério durante os surtos de sarampo ou rubéola e outra sobre casos esporadicos importados ou no estudo
de cadeias de transmisséo.

Além disso, o documento apresenta uma proposta de formularios que devem ser anexados ao enviar amostras de
casos esporadicos com resultado de IgM positivo ou indeterminado, para que sejam incluidas informacées basicas
que facilitem a interpretacao de tais resultados e a classificacao final dos casos.

Foram publicados e continuardo sendo publicados muitos documentos técnicos e cientificos sobre as analises labora-
toriais para diagnoéstico de sarampo e rubéola, confirmacao de infeccao aguda, confirmacao de reinfeccao, deteccao
de falha vacinal primaria ou secundaria, deteccao de imunidade, entre outros aspectos. Algumas dessas publicacdes
foram consideradas e citadas neste documento com o objetivo de facilitar a interpretacao dos resultados, otimizar o
uso de testes laboratoriais e classificar adequadamente cada caso. No entanto, se o leitor tiver interesse em se apro-
fundar no estudo de qualquer um dos temas, recomendamos consultar a literatura cientifica atualizada e disponivel.

Aleitura e aplicacdo dessas orientacdes na vigilancia de rotina permitira melhorar as competéncias dos profissionais
de satide no tocante a investigacao laboratorial dos casos suspeitos de sarampo e rubéola em um contexto de baixa
incidéncia da doenca, como um componente essencial para manter os paises da Regiao livres dessas doencas.
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1. Introducao

Em 1994, os paises da Regiao das Américas estabeleceram a meta de interromper
atransmissdo do sarampo endémico até o ano 2000 (1). Para conseguir a elimina-
cdo, a Organizacao Pan-Americana da Satide (OPAS) desenvolveu estratégias que
incluem atividades de vacinacdo destinadas a conseguir uma alta imunidade na
populacdo, juntamente com uma vigilancia sensivel para detectar casos suspeitos,
com confirmacao laboratorial da infeccao aguda do virus do sarampo e isolamento
viral ou deteccdo de dcido ribonucleico (RNA) para permitir a identificacdo mole-
culardaorigemdovirus (2). Paraisso,a OPAS e o CDC de Atlanta criaram a Rede
Regional de Laboratorios de Sarampo e Rubéola (RRLSR).

Na XVIII Reunido do Grupo Técnico Assessor (GTA) sobre Doencas Imunopre-
veniveis da Organizacdo Pan-Americana da Saude, realizada em San José (Costa
Rica),emagosto de 2009 (3),a OPAS apresentou o Plano de acéo para a documen-
tacdo e verificacdo da eliminacdo do sarampo, da rubéola e da sindrome da rubéola
congénita na Regido das Américas (4). Um dos componentes essenciais do plano é
manter avigilancia laboratorial do sarampo e darubéola e gerar evidéncias sobre
a epidemiologia molecular desses virus. Os dados genéticos obtidos através das
pesquisas realizadas por essa rede forneceram importantes evidéncias que do-
cumentam: 1) a interrupcdo da transmissdo endémica do sarampo e da rubéola,
bem como 2) a manutencdo do estado de eliminacdo na Regido.

A RRLSR se incorporou a Rede Mundial de Laboratérios de Sarampo e Rubéola
(RMLSR), criada pela OMS em 2000, e introduziu métodos de diagnostico e rea-
gentes padrao, bem como uma garantia de qualidade integral. Isso inclui o uso de
ensaios de proficiéncia (realizados com uma avaliacdo da qualidade do diagnéstico
laboratorial por meio da andlise de painéis de soro), testes confirmatérios, contro-
le de qualidade interno, processo de acreditacdo de laboratérios, monitoramento
da entrega adequada de resultados e notificacdo semanal de indicadores de de-
sempenho ao sistema nacional de vigilancia do sarampo e da rubéola (doravante
denominado “sistema de vigilancia”), bem como a participacdo da OPAS como
responsavel pela coordenacao do sistema de vigilancia regional.

poJju|
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A vigilancia virologica realizada pela RRLSR é usada
para observar as mudancgas que ocorrem nos geno-
tipos e nas sequéncias dos virus ao longo do tempo
em um determinado pais e em toda a Regido. As in-
formacdes sdo analisadas em conjunto com dados
epidemiolodgicos de rotina para ajudar a documentar
a interrupcao da transmissao do sarampo endémico
na Regido e fornecer dados sobre sua epidemiologia
molecular, uma ferramenta crucial para documentar a
auséncia de um gendtipo endémico ou as importacoes
de gendtipos de outras regides.

Entende-se por eliminacdo a auséncia de transmissao
de sarampo ou rubéola endémicaem uma determinada
4rea geografica (por exemplo, um pais ou uma regido)
por um periodo de > 12 meses, na presenca de um
sistema de vigilancia que funcione adequadamente
(5). No contexto de eliminacédo, um caso isolado de
sarampo com confirmacao laboratorial é considerado
um surto de sarampo confirmado (6, 7) e exige uma
resposta rapida.

O Comité Internacional de Especialistas declarou a
eliminacdo da rubéola e da SRC em abril de 2015, e
do sarampo em 27 de setembro de 2016, tornando a
Regido das Américas a primeira regido do mundo a al-
cancar esses objetivos. No entanto, como a circulacdo
do sarampo persiste em varias regides do mundo, 0s

paises da Regido das Américas continuam correndo o
risco de que ocorram importacoes desses virus. Essas
orientacdes para os testes laboratoriais realizados nas
amostras provenientes de casos esporadicos de saram-
po e rubéola foram elaboradas para ajudar a: 1) prote-
ger 0s avancos realizados na Regido na eliminacdo da
rubéola e do sarampo e 2) garantir que todos os labo-
ratérios regionais e nacionais participantes fornecam
resultados precisos e de boa qualidade.

A elaboracao e divulgacao dessas orientacdes foram
propostas inicialmente por um grupo de especialistas
durante reuniao na sede da OPAS, em Washington, DC,
que ocorreu em 27 de agosto de 2008. O contetido
apresentado a seguir foi examinado e atualizado com
base na experiéncia dos Estados Membros da OPAS
no processo de verificacdo da eliminacdo do sarampo
e darubéola na Regido. Os responsaveis pelo sistema
de vigilancia nos paises devem fazer tudo o que for
possivel para seguir essas orientacoes, reconhecendo
gue em algumas situacoes pode ndo haver informacoes
suficientes para ter total certeza sobre a classificacao
final dos casos e que este documento é uma ferramen-
ta para manter uma boa investigacio laboratorial, fa-
cilitar a classificacao final dos casos e apoiar a susten-
tabilidade da eliminacao, permitindo que a Regido se
mantenha livre do sarampo e da rubéola.
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SARA

Sara, 3 dias apds o aparecimento de exantema por
sarampo

Apresentou febre alta, conjuntivite, tosse e coriza, dois
dias depois exantema maculopapular generalizado atrés
das orelhas e na face, espalhando-se progressivamente
para 0 pescoco, torax, costas, extremidades superiores,
abddmen e, por Ultimo, as extremidades inferiores.

O exantema passou de vermelho a marrom escuro, era
descamativo e ndo pruriginoso.

RUBEN

Rubén, 3 dias apds o aparecimento de exantema por
rubéola

Apresentou febre, linfadenopatias e exantema macular
generalizado atras das orelhas, que se espalhou rapi-
damente para todo o corpo, predominando no tronco e
proximo as dobras. O exantema tinha cor avermelhada,
bordas bem definidas e ndo era pruriginoso.
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2. Obtencao e transporte de
amostras b

ologicas

Considerando a similaridade do sarampo e da rubéola em termos de apresenta-
cao clinica, investigacao epidemiologica e diagnéstico laboratorial, desde 2003, a
Regido realiza uma vigilancia totalmente integrada do sarampo e da rubéola, ana-
lisando as amostras de soro dos casos suspeitos simultaneamente para detectar
anticorpos IgM especificos para cada um desses virus (6).

Em todos os casos de suspeita de sarampo ou rubéola no primeiro contato com
0 paciente, devem ser obtidas uma amostra de soro e, no minimo, uma amostra
paraisolamento viral nos primeiros trés dias de sintomas ou no primeiro contato.
Considerando que os resultados sorolégicos as vezes podem ser inconclusivos, o
uso de uma amostra adequada para a deteccdo do virus pode melhorar a classifi-
cacado dos casos. Em uma amostra obtida em até 3 dias a partir do aparecimento
do exantema, ha maior chance de detectar o virus. A deteccdo do virus também
permite uma caracterizacdo genética do virus do sarampo e darubéola associado
ainfeccao.

Aobtencdo de amostras respiratorias por swab é o método preferido para adetec-
caoviral. O swab pode ser faringeo, nasal ou nasofaringeo, em uma tinica amostra
ou em amostras combinadas. Dependendo da situacdo e da disponibilidade de
dispositivos, também podem ser obtidas amostras de urina ou fluido oral. A ob-
tencdo de amostras respiratérias e de urinaaumenta a probabilidade de deteccao
dovirus em casos isolados relacionados com um histérico de viagem internacional
recente ou quando hd um elevado grau de suspeita. Uma vez obtidas as amostras,
deve-se envia-las o mais rapido possivel ao laboratério, em condicoes adequadas.

Na obtencdo de amostras clinicas, alguns pesquisadores denominam a data de
aparecimento do exantema como “dia zero”, enquanto outros denominam essa
data como “dia um”. Para maior uniformidade, neste documento recomendamos
denominar a data do aparecimento do exantema como “dia zero”.
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Figura 1. Tipo de amostra recomendado conforme os dias decorridos desde o aparecimento do

exantema

10 21 30

Dias apds o aparecimento do exantema

Aceitavel Nao aceitavel

SN: swab nasal, SF: swab faringeo, SNF: swab nasofaringeo

Soro 1
o
g
g

o SN, SF, SNF
©
8
2

Urina

0 3
Ideal
2.1 Soro

Para os testes soroldgicos, aamostra de sangue é reti-
rada por flebotomia, preferencialmente em tubo seco
com gel separador. Depois que o sangue coagula, é
centrifugado paraseparar o soro. O soro é transferido
assepticamente para um frasco estéril com tampa de
rosca. O soro deve ser mantido refrigerado até o mo-
mento da andlise ou deve ser enviado em embalagens
com gelo seco. Nunca congele um tubo contendo sangue
total, pois pode ocorrer hemdlise.

A amostra de soro é utilizada nos testes sorolégicos
para a determinacdo de anticorpos IgM e 1gG espe-
cificos. Na vigilancia do sarampo e da rubéola, reco-
menda-se a obtencdo da amostra de soro no primeiro
contato do caso com a instituicdo de salde, no prazo
maéaximo de 30 dias a partir do aparecimento do exan-
tema (8).

A vigilancia de rotina para sarampo e rubéola se ba-
seia na determinacao de IgM em uma Unica amostra
de soro, preferencialmente obtida durante a fase agu-
da da doenca (primeiros 7 dias a partir do inicio do
exantema).

Em alguns casos, pode ser necessaria uma segunda
amostra de soro, que deve ser obtida durante a fase
de convalescencadadoenca, preferencialmente em 14
a 21 dias (emumintervalo de 10 a 30 dias) apds a ob-
tencdo da primeira amostra de soro (9), para permitir
amedicao de um aumento significativo no titulode IgG
e confirmar os resultados iniciais de IgM. O intervalo

de tempo ideal entre a obtencdo da amostra aguda e
a obtencao da amostra convalescente (conjuntamen-
te denominadas “soros pareados”) é de cercade 2 a 3
semanas.

2.2 Amostras respiratorias

Para os testes viroldgicos, podem ser obtidas amostras
dasvias aéreas por swab nasal (SN), swab faringeo (SF)
ou swab nasofaringeo (SNF). E importante obter uma
boa quantidade de células epiteliais (esfregando ou
girando o swab sobre o epitélio) para que o virus pos-
sa ser detectado. Deve-se utilizar swabs de poliéster,
rayon ou nailon. O swab ndo deve secar e deve ser co-
locado em um tubo contendo meio de transporte viral
(MTV) ou solucdo salina tamponada com fosfato (PBS,
nasiglaem inglés) estéril. A amostra deve ser mantida
refrigerada (2 °C a 8 °C) até o momento do envio e
durante o transporte. No laboratorio, a amostra pode
ser congeladaa-70°C. O tempo ideal paraaobtencéo
das amostras das vias aéreas é de até 7 dias a partir do
aparecimento do exantema, mas podem ser obtidas em
até 14 dias a partir do aparecimento do exantema (9).

2.3 Urina

As amostras de urina podem ser coletadas emumreci-
piente adequado de plastico e comboca larga. Deve-se
centrifugar aurina e ressuspender o sedimentoem 2-3
ml de MTV ou PBS estéreis. A amostra de urina res-
suspensaem MTV deve ser congeladaa-70°C. Se ndo
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houver uma centrifuga disponivel, a amostra de urina
deve ser refrigerada a uma temperaturade 2°C a 8
°C e enviada com pacotes refrigerados (“‘embalagens
resfriadas”), em até 48 horas, a um laboratério onde
possa ser feito o isolamento viral ou deteccdo de RNA
por meio de reacdo em cadeia da polimerase por trans-
criptase reversa quantitativaemtempo real (RT-gPCR,
nasiglaeminglés). O intervalo de tempo recomendado
para a obtencao das amostras de urina é de até 7 dias
apartir do aparecimento do exantema, mas podem ser

obtidas até 10 dias apds o aparecimento do exantema
(Figura 2).

Informacdes adicionais e protocolos para a obtencéo,
envio, processamento e conservacao destas e de ou-
tras amostras podem ser consultados no manual de la-
boratério da OMS (9) e nos seguintes documentos [em
inglés] nas paginas web da OMS e dos CDCs: http://
www. who.int/ihr/elibrary/manual_diagn_lab_mea_
rub_ en.pdf e https://www.cdc.gov/vaccines/pubs/
surv- manual/chpt22-lab-support.pdf.

Figura 2. Pré-tratamento e conservacao de amostras de urina para isolamento viral ou deteccao

de RNA
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2.4 Embalagem e transporte seguro de
amostras

O transporte seguro de amostras deve garantir o cum-
primento das regulamentacdes nacionais e internacio-
nais vigentes e, especificamente, as recomendacdes de
embalagemtripla (Figura 3), documentacio e medidas
de biosseguranca pertinentes.

O transporte de amostras biolégicas deve cumprir as
recomendacdes do Guia sobre regulamentacdo relativa
ao transporte de substdncias infecciosas vigente (28),
anexando a documentacao exigida. Os usuarios da re-
gulamentacdo de mercadorias perigosas da Associa-
cdo Internacional de Transportes Aéreos (IATA) sdo

responsaveis por fazer o acompanhamento das modi-
ficacdes, atualizacdes e correcoes emvigor. O respon-
savel pelo envio internacional deve ter um certificado
de remetente vigente.

O remetente, o destinatario e a empresa de transpor-
te devem estabelecer previamente uma coordenacéo
adequada para garantir que o material seja transporta-
do de forma segura, nas embalagens adequadas e que
chegue ao seu destino a tempo e em boas condicdes.

Caso as amostras selecionadas precisem ser enviadas
aos CDC, os laboratérios devem informa-lo ao coorde-
nador regional de laboratérios da OPAS (CRL) para ob-
ter aautorizacdo antes doinicio do processo de envio.

Figura 3. Esquema de embalagem tripla para substancias infecciosas de categoria A
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(tubo primario)
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(impermeavel)
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Marca de especificacdes
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A

Fonte: adaptado da IATA, Montreal, Canada. Exemplo de sistema de embalagem tripla e rotulagem para substancias infecciosas.v



3. Metodos disponivels na rede
regional de laboratorios de
sarampo e rubeola

Nesta secdo, sdo descritos os testes laboratoriais disponiveis para confirmar a
infeccdo aguda pelo virus do sarampo ou da rubéola (11). Com excecdo dos testes
ELISA para IgM e I1gG, outros testes adicionais, como avidez de IgG, podem néo
estar disponiveis em todos os laboratérios nacionais (LNs). Considerando que,
em geral, poucas amostras requerem testes adicionais (e dadas as limitacoes de
recursos existentes), talvez seja mais eficiente para os LNs enviar as amostras
selecionadas a um laboratério de referéncia regional (LRR) para a realizacdo de
testes adicionais. Os LNs devem entrar em contato com o coordenador regional
delaboratérios (CRL) e com o ponto focal de imunizacdo da OPAS para coordenar
o envio daamostra ao LRR ou ao laboratério mundial especializado (LME). O uso
correto das andlises requer correlacdo clinica com alguns marcadores biolégicos
dainfeccdo pelo virus do sarampo ou da rubéola (Figura 4).
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Figura 4. Alguns marcadores biolégicos da infeccao pelo virus do sarampo ou da rubéola

IgM em sangue

IgG em sangue

Virusem
SN, SF, SNF

Marcador biolégico

Virusemurina

L/
14 4 -3 -2 -1 0 3 7

Dias antes e ap6s o aparecimento do exantema

10 21 30

Zero = dia de aparecimento do exantema

————————— deteccdo incomum de marcadores bioldgicos
SN: swab nasal, SF: swab faringeo, SNF: swab nasofaringeo

3.1 Métodos sorologicos

Todas as amostras de soro serdo processadas de forma
rotineira para adeterminacdo do IgM contrasarampo e
rubéola. Ainterpretacio dos resultados deve seguir os
critérios de validacao recomendados pelo fabricante
do teste. Para facilitar o acompanhamento e as orien-
tacoes técnicas neste documento, o termo “indeter-
minado” inclui quaisquer resultados indeterminados
ou ambiguos.

Os testes serdo repetidos imediatamente se ndo cum-
prirem quaisquer dos critérios de validacdo do ensaio.
Apenas os resultados dos testes validados serao noti-
ficados ao sistema de vigilancia. Qualquer soro com re-
sultado IgM positivo ou indeterminado deve ser repro-
cessado para garantir a reprodutibilidade do resultado.

Em pessoas suscetiveis expostas ao virus do sarampo
oudarubéola(sejado tipo selvagem ou uma cepa vaci-
nal), o teste para detectar aresposta de IgM se baseara
no tempo de aparecimento do exantema. Os anticor-
pos podem ser detectados por aproximadamente um
més, no caso do sarampo, e dois meses, no caso da
rubéola. A producéo de I1gG comeca apds a producao
de IgM, cercade 5 a 10 dias apos o aparecimento do
exantema, persistindo ao longo de toda a vida da pes-
soa que foi exposta (12).

O diagnostico soroldgico de uma infeccao aguda pode
se basear na deteccdo de: 1) anticorpos IgM especifi-
cos em uma Unica amostra de soro ou 2) um aumento
significativo do titulo de anticorpos 1gG em duas amos-
tras de soro, dafase aguda e dafase de convalescenca,
ou seja, em “soros pareados” (13).

3.1.1 Determinacdo dos anticorpos IgM e I3G

Existem varios métodos para a determinacéo de anti-
corpos IgM e 1gG, tais como ensaio de imunoadsorcao
enzimética (ELISA), teste de inibicdo da hemagluti-
nacdo (IH), teste de imunofluorescéncia (IFA), teste
de fixacdo do complemento e teste de neutralizacao
por reducdo de placas (PRNT). Porém, o teste ELISA
¢ o método recomendado para o sistemade vigilancia,
devido a sua precisao e sensibilidade, bem como sua
aplicabilidade em termos de facilidade para realizar
o teste e obtencao de resultados rapidos, precisos e
confiaveis.

Todos os LNs usam testes ELISA comerciais para de-
tectar anticorpos IgM e IgG contra sarampo e rubéola,
seguindo o que foi estabelecido nas recomendacoes
da OPAS/OMS com base nas evidéncias apresentadas
(14,15,16). Esseskits de teste tiveram um bom desem-
penho e mostraram alta sensibilidade e especificidade.
No entanto, os profissionais de salde publica devem
ser advertidos de que as vezes podem ocorrer resul-
tados falsos positivos e falsos negativos, podendo ser
necessarios testes adicionais. Quando hd a suspeitade
resultado falso negativo, em um caso altamente suspei-
to, pode ser obtida uma nova amostrade soro entre os
dias 4 e 30 apds o aparecimento do exantema, para a
deteccao de anticorpos IgM/IgG. A soroconversao de
IgM ou IgG permite confirmar o caso.

3.1.2 Soroconversdo de I3G

Quando ocorre umainfeccao por virus em uma pessoa
gue nao teve contato prévio, os anticorpos IgG espe-
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cificos para o virus podem ser detectados alguns dias
apos os anticorpos IgM. A 1gG pode ser detectada de
5 a7 dias apos o aparecimento do exantema e atingir
o picoem aproximadamente 2 a 3 semanas apds o apa-
recimento do exantema. Em uma pessoa infectada, os
anticorpos persistirdo ao longo de toda a vida.

Quando ocorre uma infeccao por virus em uma pes-
soa previamente vacinada e hd a suspeita de possivel
infeccdo por sarampo ou rubéola, o soro da fase aguda
sera IgM negativo e 1gG positivo. Neste caso, a obten-
cdo de uma segunda amostra de soro uma a duas se-
manas depois é Util para: 1) determinar a resposta de
lgG em soros pareados (uma amostra da fase aguda e
uma amostra da fase de convalescenca) e 2) fornecer
evidéncias de qualguer aumento significativo no titulo
de anticorpos IgG especificos.

A lgG especifica contra sarampo ou rubéola pode ser
detectada com o teste ELISA e existem kits produzi-
dos comercialmente. Um aumento do titulo de 1gG
especifica pode ser detectado usando um ELISA se-
miquantitativo ou analises quantitativas, como IH ou
PRNT (17). AIH e a PRNT sdo demoradas e exigem
treinamento e recursos adicionais, tornando o teste
ELISA o método preferido para uso na RRLSR. O mé-
todo utilizado variarad dependendo do tipo de kit de
ELISA utilizado, e a interpretacao dos resultados e o
uso dos algoritmos quantitativos devem seguir as ins-
trucoes do fabricante. Alguns autores indicaram que
valores elevados do teste ELISA ndo correspondem
diretamente a um aumento do titulo de anticorpos,
porém outros afirmaram que ha uma correlacdo entre
o valor obtido no ELISA e os niveis de anticorpos no
titulo determinado no PRNT (17). O CRL da OPAS, o
LRR e o LME podem formular orientacdes sobre o uso
dos testes ELISA para medir o titulo de IgG.

3.1.3 Avidezde IgG

A “avidez” é a forca da ligacio dos anticorpos IgG ao
antigeno. A resposta inicial ao primeiro contato do
sistema imunoldgico com um antigeno é a producao
de IgM. Em seguida, podem ser detectados anticorpos
lgG com baixa avidez e, apds alguns meses, sdo detec-
tados IgG com altaavidez. A avidez de IgG depende da
maturacdo da lgG, que consiste na passagem de fraca
paraforte daligacdo dos anticorpos |gG aum antigeno.

Os testes de avidez diferenciam a resposta imune pri-
maria dasecundéria. Este tipo de teste é especialmen-

te Util para demonstrar aimunidade préviaem mulhe-
res gravidas, para evitar interpretacdes inadequadas
da IgM e facilitar a possivel deteccéo de falha vacinal
primaria ou secundaria, bem como a classificacao final
de qualquer caso (18,19). Os testes de avidez de 1gG
também podem ser (teis para adocumentacio dos ca-
sosem que aamostrade soro foiobtida mais de 30 dias
apods o aparecimento do exantema primario, se ndo for
detectada IgM, mas os dados clinicos e epidemioldgi-
Cos sugerem que se trata de um caso real de sarampo
ou rubéola. Em tais situacoes, um resultado de baixa
avidez pode ajudar a confirmar o caso (20).

Os LRRs podem realizar o teste de avidez contra sa-
rampo e rubéola e existem alguns testes comerciais
paraisso (21). Recomenda-se validar o teste antes do
uso. Atualmente, a RRLSR envia as amostras ao labo-
ratorio especializado mundial dos Centros de Controle
e Prevencio de Doencas (CDC) dos Estados Unidos
para os testes de avidez. Os testes de avidez de 1gG
contra sarampo e rubéola realizados nos CDCs exi-
giram uma ampla validacdo e o uso de controles bem
caracterizados. Os laboratoérios deveminformar o CRL
para obter autorizacdo antes de iniciar o processo de
envio das amostras selecionadas aos CDCs, para que
sejam feitos os testes de avidez.

3.2 Métodos virologicos

A exposicdo ao virus (seja do tipo selvagem ou de uma
cepa vacinal) ndo pode ser diferenciada por meio de
umaresposta de anticorpos especificos de tipo IgM ou
lgG. Em pacientes que foram vacinados recentemen-
te ou nos quais ha suspeita de um resultado IgM falso
negativo, seria Util coletar uma amostra de SF, SN, SNF
oudeurinaparaadeteccdo e sequenciamento do RNA
do virus, a fim de estabelecer um diagndéstico preciso
de infeccao aguda.

Emum contexto de eliminacao, € desejavel obter infor-
macoes genéticas sobre 0s gendtipos de virus circulan-
tes de pelo menos 80% das possiveis cadeias de trans-
missdo (5). Isso pode ser dificil em casos esporadicos,
mas devem ser obtidas informacoes sobre o gendétipo
de pelo menos 80% dos surtos (4). De acordo com a
OPAS, noperiodode 2010a 2015, na Regido das Amé-
ricas, foi alcancada a meta de 80% para surtos com dois
ou mais casos (notificacbes dos paises a OPAS, dados
nao publicados).
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Os membros da RRLSR que ndo realizam o isolamen-
to do virus ou os testes de RT-gPCR devem enviar as
amostras clinicas dos casos confirmados ao LRR de-
signado para a deteccdo e sequenciamento do virus. O
envio de amostras clinicas de casos confirmados deve
ser realizado em até 15 dias a partir da deteccdo, apds
a obtencao das licencas e autorizacoes necessarias.
Da mesma forma, os LNs que realizam o isolamento
do virus, mas nao o sequenciamento, devem enviar a
amostraoriginal e os virus isolados ao LRR designado,
para avaliacdo genética, em até 15 dias apos a detec-
cao, depois da obtencéo das licencas e autorizacdes
necessarias.

O CRLeo ponto focal de imunizacao da OPAS no pais,
conforme o caso, serdo notificados, a fim de agilizar as
providéncias necessarias para que as amostras clinicas
e os virusisolados sejam enviados ao LRR em umprazo
nao superior a 1 més apds a obtencdo ou isolamento.
Os LNs que fazem os envios devem informar ao CRL,
ao LRR e ao ponto focal de imunizacao da OPAS sobre
todas as amostras que enviaremaum LRR ou LME para
receber assisténcia técnica, antes de fazer o envio, uti-
lizando os formularios apresentados nos anexos 1 e 2
ou formularios similares exigidos pelo laboratério de
referéncia.

Se um caso for confirmado por andlise soroldgica, as
amostras paradeteccdo dovirus (SF, SN, SNF ou amos-
tra de urina) devem ser analisadas ou encaminhadas
ao LRR paraisolamento do virus ou deteccdo de RNA,
para obter a caracterizacdo genética do virus.

3.2.1 Isolamento do virus e RT-qPCR

O isolamento dos virus de sarampo ou rubéola em
uma cultura de células ou a deteccdo direta do RNA
na amostra clinica fornecem evidéncias Uteis de in-
feccdo recente quando o resultado da sorologia é
inconclusivo.

Oisolamento do virus em uma cultura de células Vero/
hSLAM! ou a deteccdo de RNA viral por RT-gPCR em
uma amostra podem ser Uteis para confirmar uma
infeccdo recente. No entanto, quando houve uma va-

cinacao recente contra sarampo, caxumba e rubéola
(vacinatriplice viral ou SRP) préximo a data de apareci-
mento do exantema, € necessario fazer um sequencia-
mento para diferenciar se é um virus do tipo selvagem
ou uma cepa vacinal. E importante destacar que um
resultado negativo na cultura de células ou RT-gPCR
ndo deve ser usado paradescartar o caso,umavez que
adeteccio do virus é muito afetada pela qualidade, ma-
nuseio e momento de obtencdo das amostras (22).

Os LNs que ndo usam técnicas de isolamento/deteccao
viral devem ter um plano para enviar as amostrasaum
dos LRRs. Os LNs que aplicam a RT-gPCR devem ter
um plano para enviar os produtos de PCR a um LRR,
para analise da sequéncia. Os CDCs podem fornecer
protocolos padronizados para o isolamento de virus e
RT-gPCR. Alémdisso, 0s CDCs podem fornecer kits de
primer/sonda para a RT-gPCR.

3.2.2 Andlise do sequenciamento

A determinacdo do gendtipo € a Unica forma de dife-
renciar os efeitos de uma vacinacdo recente de uma
infeccao por virus do tipo selvagem. A analise da se-
quéncia permite: 1) aidentificacdo do gendtipo em ca-
sos esporadicos e 2) o rastreamento das vias de trans-
missao. Os dados moleculares e epidemioldgicos tém
sido Uteis para as investigacoes dos surtos por meio da:
1) determinacdo da origem do virus e 2) obtencdo de
evidéncias dainterrupcao da transmissao de sarampo
e rubéola endémicos (23,24,25).

De acordo comarecomendacao da OMS paraadeter-
minacao dos gendtipos, € necessario estabelecer pelo
menos 450 nucleotideos do gene que codificam 150
aminoécidos da extremidade carboxilica da nucleopro-
teina (N) do virus do sarampo e 739 nucleotideos da
regido de codificacao E1 do virus da rubéola. Para a
denominacdo das sequéncias de sarampo e rubéola,
recomenda-se seguir as normas internacionais de no-
menclatura para os respectivos virus (26,27).

Todos 0s LRRs e alguns dos LNs podem realizar a anali-
se dasequénciado virus do sarampo e darubéola para
a determinacio do gendtipo. Lembramos aos LNs que

T Células Vero nas quais foi introduzido por transfeccdo estavel um plasmideo que codifica o gene humano da molécula de ativacéo
dasinalizacao linfocitica (SLAM, na sigla em inglés); as células foram desenvolvidas pelo Dr. Yusuke Yanagi, da Universidade de
Kyushu, Kukuyoka (Japao). O uso dessas células foi autorizado pela RMLSR da OMS. Em todas as publicacoes de trabalhos nos
quais tenha sido utilizada a linha celular Vero/hSLAM, deve ser feito o reconhecimento a publicacao original (Ono et al. J. Virol.

2001; 75: 4399-4401).
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arapida notificacao das informacoes sobre o gendétipo
é fundamental para o sucesso do sistema de vigilancia.
Os LRRs podem aceitar virus isolados ou produtos de
PCR para a anélise de sequenciamento. Os LNs que
nao realizam andlise da sequéncia devem ter um plano
para enviar as amostras recebidas a um dos LRRs. Os
LNs que realizam andlise da sequéncia devem enviar
os virusisolados e produtos de PCRaum LRR ou LME,
para confirmacdo do gendtipo, em até dois meses a
partir do recebimento das amostras.

As informacdes sobre a sequéncia genética dos virus
de sarampo e rubéola devem ser reportadas aos ban-
cos dedados da OMS, afim de documentar a distribui-
cdo dos gendtipos virais em todo o mundo (Figura 5).
A RMLSR definiu um prazo de dois meses a partir do
recebimento das amostras no laboratério para fazer a
adequada notificacdo das sequéncias ao sistema.

Figura 5. Distribuicao de genétipos de sarampo em 2017

Fonte: banco de dados MeaNS gendtipos notificados de janeiro a dezembro de 2017.

e|020nJ 2 oduwleles ap SolI0leloge| ap [eUOISaU 9paJ U SISAIUOSIP SOPOIDIA|



14 / Orientagdes sobre os testes de sarampo e rubéola realizados na rede de laboratérios da Regido das Américas

© Gloria Rey-Benito.

Células Vero com observacao de grandes células multinucleadas, efeito citopatico
caracteristico da infeccdo pelo virus do sarampo.
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4.1 Critérios para a confirmacao laboratorial de uma infeccao
recente de sarampo ou rubéola

Em casos suspeitos de sarampo ou rubéola, o cumprimento de um dos seguintes
critérios confirma uma infeccao recente:

* resultado de IgM positivo especifico para o virus;

 soroconversdoou aumento significativo dos titulos de IgG em soros pareados (soro
de fase aguda e soro de fase de convalescenca);

* isolamento do virus ou deteccdo de RNA por RT-gPCR;
 deteccdo de uma sequéncia de tipo selvagem:; ou
« vinculo epidemioldgico direto com um caso confirmado por laboratério.

O teste de IgM continua sendo a andlise de rotina exigida no sistema de vigilancia
da OPAS para confirmar a infeccao aguda. Embora um resultado IgM positivo
confirme uma infeccdo recente pelo virus, devido ao contexto de eliminacdo na
Regido, é aconselhdvel que cada caso confirmado cumpra mais de um dos critérios
disponiveis.

4.2 Busca ativa laboratorial

Recomenda-se a busca ativa laboratorial de casos de sarampo e rubéola em
amostras de soro obtidas para a vigilancia de dengue ou das outras doencas por
arbovirus, pois: 1) foram estabelecidas areas endémicas ou a presenca de surtos
de dengue e outros arbovirus em diferentes paises da Regido; 2) alguns casos
provéveis de doencas por arbovirus podem apresentar febre e exantema; 3) du-
rante as fases prodrémicas ou iniciais da doenca, é dificil diferenciar clinicamente
qualguer infeccdo causada por esses virus; e 4) alguns casos suspeitos de sarampo
ou rubéola podem ter sido detectados e notificados como casos de dengue ou
outras doencas por arbovirus.
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4.2.1 Busca ativa laboratorial em dreas ou
municipios que ndo notificam casos suspeitos

A busca ativa laboratorial tem sido utilizada durante
o processo de verificacdo da eliminacdo e é recomen-
davel que continue sendo aplicada durante a fase pos-
terior a eliminacao, como complemento da vigilancia
do sarampo e da rubéola em municipios que ndo no-
tificam casos suspeitos. O objetivo é obter evidéncias
daausénciade transmissdo do sarampo ou da rubéola
nessas areas epidemiologicamente silenciosas. De-
ve-se analisar uma quantidade razoavel de amostras
de soro para preencher os pocos das tiras reagentes
das analises realizadas periodicamente no laboratério
membro da RRLSR.

Os soros selecionados para os testes de IgM contra
sarampo e rubéola devem cumprir TODOS os seguin-
tes critérios:

a) o caso apresentou febre e exantema;

b) sorode um provéavel caso de dengue ou outra doen-
¢a por arbovirus;

¢) soro com resultado negativo para dengue ou outra
doenca por arbovirus;

d) o soro foi obtido 30 dias antes do teste de IgM con-
tra sarampo e rubéola; e

e) ocasovemde uma “areasilenciosa” (sem notificacdo
de casos suspeitos de sarampo e rubéola ao sistema
de vigilancia).

Qualquer resultado positivo ou indeterminado deve
ser imediatamente notificado e deve-se seguir todos
os critérios definidos no sistema de vigilancia para a
investigacdo dos casos de sarampo e rubéola. O la-
boratdrio deve manter um registro dessa atividade e
revisar periodicamente os dados consolidados com o
epidemiologista responsavel pelo sistema de vigilancia.

4.2.2 Busca ativa laboratorial no inicio do
surto

A busca ativa laboratorial pode ser considerada uma
estratégiade vigilancia Util paradocumentar a presen-
cade casos em areas onde foi confirmado um caso de
sarampo (caso indice) e ndo ha evidéncias da fonte de

infeccao ou de como o virus foi introduzido naquela
comunidade.

Deve-se analisar uma quantidade razoavel de amos-
tras obtidas para a vigilancia laboratorial de dengue/
outras arboviroses ou outra doenca exantematica fe-
bril (conforme a situacdo epidemioldgica do pais e da
capacidade de resposta do laboratério) que cumpram
TODOS os seguintes critérios:

a) o caso apresentou febre e exantema;

b) soro de um provavel caso de dengue ou outra
arbovirose;

c) soro com resultado negativo para dengue ou outra
doenca arbovirose;

d) amostras obtidas dentro dos 30 dias anteriores a
data de inicio do exantema no caso indice;

e) amostras obtidas no mesmo municipio onde o caso
indice foi confirmado.

O laboratorio deve manter umregistro dessa atividade
e notificar os dados de forma consolidada ao sistema
de vigilancia.

Os resultados da busca ativa laboratorial fornecem da-
dos que, juntamente com os critérios epidemioldgicos
e de vacinacao, sdo Uteis para verificar, apds um surto,
se a circulacdo do virus do sarampo ou da rubéola foi
interrompida.

4.2.3 Busca ativa laboratorial para
encerramento do surto

A busca ativa laboratorial também foi recomendada
pela OPAS como um dos critérios exigidos para o en-
cerramento de surtos; o objetivo € mostrar que atrans-
missao do virus do sarampo ou da rubéola terminou.

Uma quantidade razoavel de amostras obtidas para o
diagndstico de dengue ou outra doenca por arbovirus
(conforme a situacdo epidemioldgica do pais) deve ser
processada para a deteccadode IgM contra sarampo ou
rubéola e deve cumprir TODOS os seguintes critérios:

a) soro obtido de um caso com febre e exantema;
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b) soro de um provavel caso de dengue ou outra arbo-
virose proveniente de dreas em que tenham sido no-
tificados casos confirmados de sarampo ou rubéola;

) soro com resultado negativo para dengue ou outra
arbovirose; e

d) soro obtido em até 12 semanas a partir do ultimo
caso confirmado de sarampo ou rubéola.

O laboratorio deve manter umregistro dessa atividade
e notificar os dados de forma consolidada ao sistema
de vigilancia.

Os resultados da busca ativa laboratorial fornecem da-
dos que, juntamente com os critérios epidemiolégicos
e de vacinacao, sdo Uteis para verificar, apds um surto,
se a circulacdo do virus do sarampo ou da rubéola foi
interrompida.

|elIOIBJOqE| BAITE BISNQ 9 91UD3J 0BIDDUI 9P OBIBWILUOD
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5.1 Confirmacao laboratorial dos casos esporadicos

No contexto da eliminacdo, entre as amostras recebidas de casos de exantema e
febre, havera alguns casos com resultados IgM positivo ou indeterminado contra
sarampo ou rubéola. Conforme a situacdo epidemioldgica, os resultados podem
sugerir um resultado 1gM falso positivo ou podem estar vinculados a um caso
relacionado com a vacina (23, 24). Os casos com resultado indeterminado (ou
ambiguo) devem ser considerados como 1gM positivos até que haja mais infor-
macodes e analises disponiveis.

Parater umalto nivel de especificidade nos diagnosticos e facilitar a confirmacao
de casos e surtos, os LNs devem enviar amostras de soro para testes de verificacao
dos casos (testes complementares) ao LRR estabelecido pelo CRL. E necessario
preencher e anexar o formulario para o envio de amostras dos LNs aos LRRs,
para confirmacao laboratorial de sarampo e rubéola (ver Anexo 2). O LME ou o
LRR avaliard a necessidade de outros testes adicionais (avidez de IgG, RT-gPCR,
sequenciamento) conforme as informacdes disponiveis para cada caso e os resul-
tados serao notificados ao CRL e ao laboratério de origem.

No contexto da eliminacao do sarampo e da rubéola, a classificacao precisa dos
casos depende de uma anélise cuidadosa de todos os resultados laboratoriais e
dos dados epidemiolégicos. Portanto, recomenda-se que 0s casos sejam classifi-
cados somente apds a equipe do laboratério e de epidemiologia avaliarem todos
os resultados laboratoriais e os dados clinicos e epidemiolégicos. E muito provavel
gue os dados laboratoriais estejam ligados aos dados demograficos e epidemio-
l6gicos. Apesar de todos esses dados, pode ser dificil esclarecer todos os casos
com base nos resultados laboratoriais e epidemioldgicos. Por essa razéo, as equi-
pes de saude publica devem se esforcar para obter informacdes completas dos
casos com resultado 1gM positivo, para que eles sejam devidamente analisados
e classificados.

so2Ipelodsa sosed Wa Sieliojeloqe| $91sa



20 / Orientacdes sobre os testes de sarampo e rubéola realizados na rede de laboratérios da Regido das Américas

A OPAS recomendou que, para a comprovacao da
eliminacdo do sarampo e da rubéola, sejam obtidas
amostras adequadas para a deteccdo do virus e que
se tenhainformacdes do gendtipo em pelo menos 80%
dos surtos (4). A OMS especificou que a proporcdo de
cadeias de transmissdo confirmadas por laboratoério
com amostras obtidas e analisadas em um laboratério
credenciado deve ser de pelo menos 80% (5). Durante
afase apds aeliminacdo, os testes laboratoriais podem
ser dificeis. Serdo necessarios testes soroldgicos e vi-
rolégicos para garantir a adequada deteccao de virus
importados e orientar umaresposta rapida para execu-
tar as atividades destinadas a controlar a propagacao
ou transmissao do virus.

Uma amostra adequada para isolamento do virus ou
para a RT-gPCR também pode melhorar a capacidade
de classificar os casos, especialmente se as amostras
forem obtidas durante os primeiros dias da doenca,
quando os resultados das andlises soroldgicas podem
ser inconclusivos. No entanto, é importante destacar
que um resultado negativo da cultura de células ou da
RT-gPCR ndo descarta ainfeccao pelo virus do saram-
po ou da rubéola, uma vez que o teste é afetado pelo
momento de obtencao ou pela qualidade da amostra.

Alguns laboratorios podem optar por realizar testes
para outros virus que provocam doencas causadoras
de exantema, como dengue e outras arboviroses, eri-
trovirus B19, herpesvirus humano 6 (HHV-6) ou HHV-
7 (roséola), entre outros, considerando que alguns
desses agentes causadores provocam uma reagdo
policlonal inespecifica e mais de um dos testes de IgM
pode ser positivo. Portanto, os resultados iniciais de-
vem ser confirmados com outros testes laboratoriais.
Porém, considerando seu custo, pode ndo ser viavel
realizar testes soroldgicos para os outros virus e cada
pals terd que decidir se arcard ou ndo com os custos do
diagnostico diferencial.

5.2 Casos esporadicos nos quais podem ser
necessarios testes adicionais

Um resultado IgM positivo é suficiente para confir-
mar um caso de sarampo ou rubéola. No entanto, em
algumas situacdes podem ser necessarios testes adi-
cionais, conforme descrito no Anexo 5. A seguir, sédo
apresentados alguns exemplos que podem facilitar a
tomada de decisdes sobre os testes a seremrealizados
em determinados casos.

SITUACAO 1. Resultado IgM positivo contra saram-
po OU rubéola. Emuma amostra de soro de fase agu-
da, deve-se investigar mais cuidadosamente se o caso
tinha as seguintes caracteristicas:

» naofoivacinado recentemente (nas 8 semanas pré-
vias ao aparecimento do exantema) (6, 30, 31);

¢ ndo teve qualquer exposicao a um caso confirmado
ou contato com visitantes internacionais; e

» ndo teve qualquer histérico de viagem nos 21 dias
antes do aparecimento do exantema.

Nestes casos, apos examinar as variaveis clinicas e
epidemiolégicas, em colaboracido com o epidemio-
logista e o CRL, pode ser apropriado tentar realizar
testes adicionais, conforme descrito a seguir (indica-
dos na ordem de andlise preferencial):

a) Qualquer amostra obtida para a deteccao do virus
deve ser analisada por meio de isolamento viral ou
RT-gPCR. Um resultado positivo confirmara o caso,
enquanto um resultado negativo sera inconclusivo.

b) Se aplicavel, serdo feitas andlises para dengue ou
outras arboviroses, para descartar a infeccdo por
dengue ou outros arbovirus (por exemplo, amos-
tras provenientes de uma area endémica de uma
arbovirose).

c) Sefor obtidauma segunda amostrade soroe o soro
da fase aguda for IgG negativo, deve-se analisar a
presencade IgG na segunda amostra. A soroconver-
sdo confirmara o caso. Se o soro da fase aguda for
IgG positivo, pode ser usado um teste validado para
documentar um aumento significativo no titulo en-
tre aprimeirae a segunda amostras de soro (as duas
amostras devem ser processadas na mesma analise).

d) Se houver somente uma amostra de soro disponivel
e oresultado for IgG positivo, deve-se analisar a avi-
dez de IgG para sarampo ou rubéola.

Um resultado de IgG de baixa avidez pode ser usado
para confirmar o caso.

SITUACAO 2. Resultado IgM positivo contra saram-
po E rubéola e o paciente ndo tem histérico de vacina-
cdo recente.
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Esta situacdo (IgM positivo para sarampo e rubéola)
pode indicar uma reacio inespecifica (ou seja, deve-se
considerar a possibilidade de outro agente causador,
pois nao foram descritas infeccdes simultaneas por
ambos os virus do tipo selvagem, e infeccdes sequen-
ciais seriam muito raras em um contexto de elimina-
cd0). Em colaboracdo com o epidemiologista investi-
gador, devem ser descartadas outras causas provaveis,
como eritrovirus B19, dengue ou outras arboviroses,
se possivel. Deve-se realizar testes adicionais, con-
forme descrito abaixo, para confirmar a infeccao pelo
virus do sarampo ou da rubéola.

a) Se foram obtidas amostras para deteccdo do virus,
elas devem ser analisadas por meio de isolamento
viral ou RT-gPCR. Um resultado positivo confir-
mara o caso, enquanto um resultado negativo sera
inconclusivo.

b) Se for o caso, seré feita uma andlise para dengue ou
outras arboviroses, afim de descartar ainfeccdo por
dengue ou outras arboviroses.

¢) Sefor obtidauma segunda amostra de soroe o soro
da fase aguda for IgG negativo, deve-se analisar a
presenca de IgG na segunda amostra. A sorocon-
versdo para sarampo ou rubéola confirmara o caso.

d) Se houver somente uma amostra de soro disponivel
eoresultado for IgG positivo, deve-se analisar a avi-
dezde IgG parasarampo e rubéola. Um resultado de
lgG de baixa avidez pode ser usado para confirmar
uma infeccao recente de sarampo ou rubéola.

SITUACAO 3. Resultado IgM positivo contra sa-
rampo OU rubéola, e o caso recebeu uma vacina nas
8 semanas antes do aparecimento do exantema e tem
histérico recente de exposicdo a sarampo ou rubéola.

Esta é uma situacao frequente durante os surtos, nos
quais a vacinacao faz parte da estratégia de controle
do surto. Nesse caso, a resposta soroldgica ndo pode
ser utilizada para diferenciar ainfeccdo natural deuma
reacdo avacina, sendo necessaria uma caracterizacao
genética do virus isolado ou um produto de PCR.

a) Seforem obtidas amostras para a deteccao do virus,
deve-se tentar o isolamento do virus em cultura de
células (exceto amostras de fluido oral) ou a detec-
cdo do virus com o uso de RT-gPCR. A confirmacao
da presenca do virus do tipo selvagem por meio da
analise da sequéncia confirmara o caso, enquanto a

deteccdo de uma sequéncia de uma cepavacinal ird
descartéa-lo.

b) Se houver somente uma amostra de soro disponivel
e foi obtida em até 3 dias a partir do aparecimento
do exantema, um resultado 1gG positivo pode des-
cartar um caso de rubéola aguda (nao se aplica ao
sarampo). Um resultado 1gG negativo exige testes
viroldgicos para confirmar o caso.

SITUACAO 4. Resultado IgM negativo contra sa-
rampo OU rubéola em uma amostra de soro de fase
aguda obtida em até 3 dias a partir do aparecimento
do exantema e hd uma forte suspeita de sarampo ou
rubéola devido a uma viagem recente, exposicdo recente
ou porque o caso ndo tem histérico de vacinacdo.

a) Se forem obtidas amostras para deteccédo do vi-
rus, devem ser analisadas por meio de isolamento
viral ou RT-gPCR. Um resultado positivo confir-
mara o caso, enquanto um resultado negativo sera
inconclusivo.

b) Se houver somente uma amostra de soro disponivel,
deve-se analisar a possivel presenca de 1gG contra
sarampo ou rubéola. Umresultado 1gG positivo para
rubéola pode descartar o caso se for conhecida a
data de aparecimento do exantema e a amostra foi
obtida em até 3 dias a partir do aparecimento do
exantema (ndo se aplica ao sarampo). Um resultado
IgG negativo exigira uma segunda amostra de soro
para anélise de soroconversao de IgG ou amostras
para testes viroldgicos para confirmar o caso.

o

Se for obtida uma segunda amostra de soro 3 dias
apos o aparecimento do exantema, deve ser feito
um teste de IgM contra sarampo ou rubéola; um
resultado positivo confirmara o caso. O caso é con-
firmado se o soro da fase aguda for IgG negativo e
o soro da segunda amostra for IgG positivo; a soro-
conversao de IgM e IgG permitira confirmar o caso
com maior certeza.

SITUACAO 5. Resultado IgM negativo ou indeter-
minado para sarampo ou rubéola em uma amostra
de soro de fase aguda obtida em até 3 dias a partir do
aparecimento do exantema e hd uma forte suspeita de
sarampo ou rubéola devido a uma viagem recente, ex-
posicdo recente a um caso confirmado ou por histérico
prévio de vacinacéo (> 4 meses antes do aparecimento
do exantema).
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a) Deve-se repetir o teste de IgM e realizar otestede  : foi obtidaem até 3dias a partir do aparecimento do
lgG. : exantema (ndo se aplicaao sarampo). Se o resultado
: for 1gG negativo, serdo necessarios resultados de
b) Se forem obtidas amostras para a deteccéo de vi- uma segunda amostra de soro ou de amostras para
rus, deve-se analisa-las com técnicas de isolamento testes virologicos, para confirmar o caso.
viral ou RT-gPCR. Um resultado positivo confir-  :
mara o caso, enquanto um resultado negativoserd  :  d) Deve-se analisar uma segunda amostra de soro para
inconclusivo. : detectar IgM contra sarampo ou rubéola, obtida do
: 4° a0 30° dia apds o aparecimento do exantema. A
c) Se houver apenas uma amostra de soro disponivel,  : soroconversdo de IgM negativo para IgM positivo
deve-se analisar a possivel presenca de IgG contra ~ : confirmara o caso mais rapidamente.
sarampo ou rubéola. Umresultado 1gG positivo para
rubéola pode descartar estadoencase for conheci- i e) Asoroconversao de IgG contra sarampo ou rubéola

daadatadeaparecimentodoexantemaeaamostra também permite confirmar o caso.
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Com o objetivo de padronizar o uso das anélises disponiveis na RRLSR, a OPAS
desenvolveu dois algoritmos que os laboratoérios devem seguir para melhorar o
estudo dos casos e otimizar o uso dos recursos. O primeiro é um algoritmo de
rotina (ver Anexo 6) para a analise de amostras de casos suspeitos de sarampo ou
rubéola, incluindo testes soroldgicos e virolégicos. O segundo, denominado algo-
ritmo complementar (ver Anexo 7), fornece orientacdo para a analise das amostras
soroldgicas quando os testes prévios apresentaram um resultado IgM positivo ou
indeterminado (ou ambiguo).

6.1 Algoritmo de rotina para a andlise de casos suspeitos de
sarampo ou rubéola

Avigilancia laboratorial de rotina para sarampo e rubéola se baseia nadeteccdo de
IgM por meio do ELISA. Todas as amostras de soro de casos suspeitos de sarampo
e rubéoladevem ser analisadas simultaneamente para determinar anticorpos IgM
contra sarampo e rubéola. Em um contexto de eliminacdo das doencas, qualquer
resultado IgM positivo ou indeterminado (ou ambiguo) deve ser analisado no-
vamente. Se o resultado da repeticao da andlise for indeterminado, o resultado
final deve ser considerado “indeterminado” e devem ser seguidos os critérios de
orientacao do Anexo 6 para documentar as medidas adotadas para tentar clas-
sificar o caso.

Qualqguer resultado 1gM positivo deve ser imediatamente notificado ao sistema
de vigilancia e a instituicao de salde que enviou a amostra. Se houver amostras
disponiveis para adeteccdo de virus, deve-se analisa-las usando RT-gPCR e tentar
identificar o gendtipo nas amostras positivas (no niimero recomendado de casos
por surto ou por intervalo de tempo, se for um surto que dura varios meses).
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Em casos com resultado I1gM positivo, nos quais se
suspeita de IgM falso positivo (ou seja, as evidéncias
clinicas ou epidemioldgicas sugerem que nao se trata
de casos de sarampo ou rubéola), o laboratoério pode
considerar a realizacao de um diagnostico diferencial
considerando outras doencas exanteméaticas, como as
causadas por arbovirus, eritrovirus B19 ou herpesvi-
rus humano 6 (HHV-6), entre outras. Cada laboratoério
membro da RRLSR deve consultar o epidemiologista/
vigilancia epidemiolégica e trabalhar em conjunto para
determinar o melhor procedimento a seguir com base
em disseminacdo geogréfica, circunstancias locais e
recursos disponiveis.

Se o resultado for 1gM negativo, é preciso notifica-lo
ao sistema de vigilancia e a instituicdo de salde que
enviou aamostra. Se houver suspeita de resultado IgM
falso negativo (devido a apresentacdo clinica do caso
e a avaliacdo do risco epidemioldgico) e a amostra de
soro foi obtida em até 3 dias a partir do aparecimento
do exantema, devem ser tomadas as seguintes medi-
das: 1) deve-serealizar um teste de IgG na amostra de
soro; 2) se houver amostras disponiveis para deteccéo
dovirus, deve-se analisa-las por RT-gPCR; e 3) deve ser
solicitada uma segunda amostra de soro para realizar
testes de IgM/1gG, para determinar se ha evidénciade
soroconversao.

6.2 Algoritmo complementar para analise
sorologica de amostras com um resultado
inicial IgM positivo ou indeterminado

Em um contexto de baixa incidéncia da doenca, a equi-
pe de salde publica enfrentara o desafio de classificar
um resultado IgM positivo ou indeterminado quan-
do nado foram notificados casos confirmados durante
muitos meses ou anos, ou quando ndo ha evidéncias de
viagem ou contato com casos confirmados. Todos 0s
casos com um resultado inicial IgM positivo ou inde-
terminado devem ser objeto de um estudo detalhado.

Se a primeira amostra de soro for consumida para o
teste de 1gM, deve-se solicitar uma segunda amostra
de soro para realizar o teste de anticorpos 1gG. Se o
resultado da segunda amostra for 1gG negativo, o la-
boratorio deve notificar o resultado e o caso deve ser
descartado (32,33). Se o resultado for IgG positivo, a
amostra deve ser enviada ao LRR ou LME para areali-
zacdo de testes de avidez. A baixa avidez confirmauma

infeccdo recente e a alta avidez sugere que ocorreu
a exposicdo >3 meses antes da obtencdo da amostra.

Se a primeiraamostrade soro estiver disponivel, deve-
-se realizar oteste de IgG. Um resultado IgG negativo
indica auséncia de imunidade ou exposi¢do anterior.
Um resultado IgG positivo exigira uma interpretacao
cuidadosa para determinar se ocorreu como conse-
guéncia de uma infeccao recente ou se ha qualquer
evidéncia indicativa de imunidade prévia.? Para escla-
recer ainterpretacao do resultado da IgG na primeira
amostra, deve-se solicitar uma segunda amostra, que
serd obtida 14 a 21 dias apds a obtencao da primeira
amostra de soro.

Se o resultado da primeira amostra analisada for 1gG
negativo e foi obtida uma segunda amostra para ana-
lise de 1gG, os resultados devem ser interpretados
da seguinte forma: 1) um resultado IgG positivo na
segunda amostra sugere soroconversao (passagem
de resultado 1gG negativo para IgG positivo) e con-
tato recente com o virus; 2) se a segunda amostra ti-
ver um resultado IgG negativo, ndo ha evidéncias de
contato com o virus (recente ou antigo) e se descarta
a infeccdo aguda.

Quando o resultado da primeira amostra for IgG posi-
tivo, a segunda amostra deve ser analisada em parale-
lo com a primeira (soros pareados da fase aguda e da
fase de convalescenca) para determinar os titulos de
IgG. Os resultados devem ser interpretados de acordo
com 0s seguintes critérios: 1) se os titulos de IgG se
mantiverem estaveis, ndo ha evidéncias indicativas de
contato recente com o virus; 2) se os titulos de |gG au-
mentarem significativamente (com base nos critérios
de interpretacdo do teste), ha evidéncias indicativas de
um contato ou infeccdo recente pelo virus; e 3) se os ti-
tulos de IgG aumentarem, mas ndo significativamente,
oresultado é indeterminado (ndo é possivel confirmar
oudescartar a possibilidade de contato recente com o
virus). Recomenda-se verificar os tempos de obtencao
das amostras para garantir que foram obtidas duran-
te afase aguda e a fase de convalescenca (a primeira
amostrade soroem até 7 dias a partir do aparecimen-
to do exantema e a segunda 14 a 21 dias apds isso).
Quando as amostras de soro sdo obtidas em um curto
periodo, mesmo em um caso verdadeiro, o tempo que
se deixa paraoaumento do titulo de IgG ndo é suficien-
te para que ocorra um aumento significativo.

2 Essesresultados devem ser correlacionados com o momento em que as amostras foram obtidas.
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Em alguns casos, quando ndo € possivel obter uma se-
gunda amostrade soro e o resultado da primeira amos-
traé IgG positivo, deve-serealizar o teste de avidez. Se
nos testes de avidez forem observados anticorpos IgG
com baixa avidez devido a uma baixa afinidade, o caso
a partir do qual provém a amostra teve um contato re-
cente com o virus. A presenca de anticorpos IgG com
alta avidez é uma evidéncia indicativa de que o caso
teve uma resposta imune ao virus no passado e pode
ser descartada uma infeccdo recente. No entanto, em
alguns casos de reinfeccao de sarampo ou falha secun-
daria a vacinacao, apresenta-se alta avidez e elevados
titulos de anticorpos neutralizantes (34,35,36,37)

Para a classificacao final de um caso, as equipes de
salide publica (epidemiologia, imunizacéo, laboraté-
rio) devem analisar os resultados de todos os testes
realizados, os dados clinicos e epidemiolégicos dispo-
niveis (contato com um caso previamente confirmado,
contato com estrangeiros, visita recente a paises onde
persistem a circulacido do virus, sinais e sintomas etc.).
A correta interpretacdo dos dados e uma classifica-
cao mais precisa dos casos podem fortalecer a reali-
zacao de atividades de controle apropriadas e ajudar
amanter a Regido das Américas livre do sarampo e da
rubéola.
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O laboratério tem desempenhado um papel importante no sistema de vigilancia
daeliminagdo do sarampo e da rubéola por meio de realizacdo de testes padroni-
zados, notificacdo dos resultados e cumprimento adequado dos padroes de alta
qualidade, permitindo a documentacado e comprovacao da eliminacao das doengas
mencionadas nos paises da Regido das Américas.

Serd preciso manter um excelente desempenho dos laboratérios para garantir a
deteccao precoce de casos importados e a correta apresentacdo dos resultados
as autoridades de salde, para que possam tomar as decisées adequadas para
minimizar a probabilidade de disseminacdo do virus e controlar com sucesso 0s
surtos dessas doencas.

7.1 Como lidar com um caso esporadico importado
» Ndo é possivel saber com antecedéncia se o caso € real, por isso a importancia do
cumprimento dos prazos para determinar os indicadores de notificacdo oportuna

dos resultados (<=4 dias).

 Notificarimediatamente o caso ainstituicdo de salide de origem das amostras e ao
epidemiologista responsavel pelo sistema de vigilancia.

« Examinar adisponibilidade de amostras para aanélise viroldgicae molecular. Reali-
zar testes de deteccdo do virus e de determinacdo do gendtipo, se houver amostras

que permitam fazé-lo.

« Diante da suspeita de resultado falso positivo, realizar um diagndstico diferencial
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em funcao
da situacdo
epidemiolo-
gica em que
se encontra
aareade ori-
gem do caso
e de acordo
com a dispo-
nibilidade de
reagentes no
laboratario.

» Solicitar imediatamente aos profissionais de salde
(instituicido de saude de origem, epidemiologia) a
obtencdo de amostras adicionais para realizar os
testes complementares. Recomenda-se especificar
otipode amostranecessariae o momento apropria-
do para obté-la.

e Realizar, dependendo da disponibilidade de amos-
tras e da capacidade técnica instalada, testes labo-
ratoriais adicionais, soroconversao de 1gG, avidez
de IgG, PCR, sequenciamento.

o Notificar ao departamento de epidemiologia os re-
sultados de testes adicionais ou complementares.

e Participar ativamente da unidade de estudo dos
Casos.

e Enviar as amostras junto com as informacoes do
caso ao LRR ou ao LME, para arealizacdo de testes
de confirmacao e controle de qualidade.

o Examinaradisponibilidade de reagentes e recursos
humanos que permitam ao laboratorio responder a
um aumento na notificacdo de casos (mais amostras,
mais testes).

» Notificar osresponsaveis pela gestao do laboratorio
sobre o0s estoques disponiveis e a necessidade de
recursos adicionais.

Notificar os responsdveis pela gestdo do laboratério so-
bre os estoques disponiveis e a necessidade de recursos
adicionais.

7.2 Como lidar com uma cadeia de
transmissao

o O cumprimento dos indicadores de vigilancia é de

extremaimportancia e devem ser feitos todos os es-
forcos possiveis para garantir que esses indicadores
sejam seguidos.

e Em todas as amostras recebidas de regides ou mu-

nicipios com casos confirmados, devem ser reali-
zadas analises especificas para o virus identificado
na transmissao (5); ndo é necessério fazer um diag-
nosticodiferencial com o outro virus que esta sendo
objeto da vigilancia integrada.

Confirmar a presenca do virus e documentar o ge-
notipo viral associado a cadeia de transmissao.

Recomenda-se a vigilancia viroldgica para um surto
de sarampo ou rubéola. Para evitar a saturacio do
laboratorio, deve-se otimizar o uso dos recursos e
garantir o suporte do laboratério antes, durante e
apos o surto; as seguintes amostras devem ser prio-
rizadas na andlise de RT-gPCR:

— Osprimeiros 3a 10 casos suspeitos diretamente
relacionados ao caso indice.

— Os primeiros 3 a 10 casos suspeitos que ocorre-
remem uma nova regiao ou municipio.

— Os primeiros 3 a 10 casos suspeitos que ocorre-
rem a cada dois meses na mesma regiao ou muni-
cipio onde os casos foram confirmados.

Abusca ativa laboratorial deve ser considerada uma
estratégia Util paradocumentar a presenca de casos,
especialmente noinicio do surto em reas ou perfo-
dos em que houve pontos fracos na vigilancia. De-
ve-se seguir os critérios a,becdasecdo4.2.1 deste
documento e, além disso, a amostra deve ser obtida
nos 30 dias anteriores a data de aparecimento do
exantema no caso indice e no mesmo municipio.

Uma busca ativa laboratorial também deve ser
considerada como um dos componentes necessa-
rios para documentar ainterrupcao da transmissao
do virus em uma comunidade e como parte da evi-
déncia chave para considerar um surto encerrado.
Devem ser seguidos os critérios contidos na secao
4.2.3 deste documento.
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o Todas as amostras de casos suspeitos provenientes
de municipios ou estados onde nao tenha sido do-
cumentada a circulacao do virus do sarampo ou da
rubéola, ou onde ndo haja histérico de uma relacao
ou vinculo epidemioldgico com um caso confirmado,
devem continuar sendo analisadas de acordo com
o algoritmo definido para a vigilancia integrada do
sarampo e da rubéola.

E importante fazer um acompanhamento virolégico do
surto, principalmente para ter evidéncias indicativas
de uma nova importacdo ou introducio de um novo
gendtipo (Anexos 9 e 10). Isso serd muito Util se, final-
mente, a transmissdo for mantida por mais de 12 me-
ses, indicando que se deve considerar que houve um
restabelecimento da circulacdo do virus e, portanto, a
situacdo de eliminacao foi perdida.

7.3 Recomendacoées adicionais para as
cadeias de transmissao do sarampo ou da
rubéola

o Verificar a disponibilidade ou existéncia dos insu-
mos laboratoriais e otimizar a resposta laboratorial
em funcdo da situacdo epidemioldgica e dos recur-
sos existentes.

e Priorizar aanalise das amostras de areas ou regioes
onde a circulacio do virus ndo tenha sido confirma-
da anteriormente, juntamente com aquelas em que
haja contato com casos positivos ou casos com um
quadro clinico muito indicativo.

e Manter uma comunicacao permanente com o pes-
soal que trabalha em campo; formular as recomen-
dacoes necessérias para otimizar a obtencao, manu-
seio e transporte das amostras.

o Estar alerta para a possivel presenca de casos de
reinfeccdo pelo virus do sarampo, a fim de avaliar se
o laboratério tem capacidade pararealizar os testes
que permitem analisar adequadamente tais casos.

e Manter uminventério atualizado dos insumos labo-
ratoriais e recursos humanos disponiveis para man-
ter a capacidade de resposta do laboratério por va-
rias semanas ou meses. Otimizar o uso de insumos,
recursos humanos e amostras.

o Notificar regularmente os responsaveis pela gestao
dolaboratério sobre os estoques disponiveis e a ne-
cessidade de recursos adicionais.

o Solicitar o apoio do laboratdrio de referéncia e da
OPAS, se necessario.

e Manter um banco de dados com um inventério de
todas as amostras recebidas no laboratério, testes
realizados, resultados notificados e respectivas
datas.

» Manter as boas praticas laboratoriais, garantindo a
qualidade dos resultados apresentados ao sistema
de vigilancia.

* Apresentar ao diretor do laboratdrio e ao epide-
miologista responsavel pela resposta ao surto um
relatério integral das atividades realizadas pelo la-
boratério (ver anexos 8, 9 e 10).

o Nao se deixar pressionar pelo ambiente e manter
critérios técnicos de acordo com as recomendacdes
da RRLSR.

As informacdes epidemioldgicas e laboratoriais per-
mitirdo documentar adequadamente as cadeias de
transmissdo, otimizar os recursos e orientar a imple-
mentacdo das medidas de controle adequadas.
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8. Garantia da qualidade

Parater adocumentacao adequada parademonstrar que aeliminacao do sarampo
e darubéolafoialcancada é necesséario que os LNs produzam dados de vigilancia
laboratorial com a mais alta qualidade possivel (38). A documentacdo inclui rela-
torios de cada pais da Regido baseados nos resultados de um laboratério creden-
ciado. A acreditacdo como laboratério de sarampo e rubéola dentro da RMLSR
¢ examinada anualmente pela OPAS/OMS (no proprio centro ou a distancia),
com base no funcionamento do laboratoério durante os 12 meses anteriores, e a
aprovacao é concedida para os 12 meses seguintes. O objetivo é supervisionar a
qualidade da RMLSR, o que é Util para detectar possiveis problemas ou fortalecer
a capacidade, caso seja necessario.

O processo de revisdo para acreditacdo mundial avalia os seguintes componentes:

« notificacdo adequada dos resultados de IgM ao sistema de vigilancia;

 precisao nadeteccao de IgM;

« aplicacdo de procedimentos internos de controle de qualidade;

e competéncia nos testes de IgM;

e competéncia nos testes moleculares;

o apresentacdo adequada dos resultados de deteccdo de RNA e determinacao do
gendtipo ao sistema de vigilancia e 8 OPAS/OMS;

e envio adequado de amostras paraisolamento e deteccdo dos virus ao LRR;

« treinamento e qualificacdo do pessoal de laboratério;

o procedimentos de trabalho laboratorial e normas de trabalho:

— espaco e salas disponiveis,

— gestdo e supervisao,

— procedimentos de trabalho padronizados para o manuseio e inventario das
amostras, incluindo protocolos de biosseguranca e contencdo de material
infeccioso,

— equipamento,

— insumos,

— comunicacdo com a equipe de epidemiologia e vigilancia,

— gestdo dos dados;
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e pontuacao obtida narevisao dos procedimentos de
trabalholaboratorial e das normas de trabalho, rea-
lizada no proprio centro;

» capacidade do laboratdrio para realizar isolamento
devirus, deteccdo de RNA, sequenciamento, testes
de avidez de IgG e outros testes para diagndstico
diferencial, se houver recursos disponiveis.

Além disso, a RRLSR avalia o seguinte:

o Notificacaotrimestral a OPAS de casos esporadicos
de sarampo ou rubéola com resultado IgM positivo
ou indeterminado.

e Funcionamentodasredes de laboratérios subnacio-
nais, se aplicavel.

Nas secdes a seguir, sdo abordados os componentes
relacionados a garantiadaqualidade dos testes regula-
res, bem como a notificacdo dos resultados no ambito
da RRLSR.

8.1 Participacao no programa mundial de
ensaios de proficiéncia dos testes de IgM

No ano 2000, a RMLSR lancou um programa mundial
de ensaios de proficiéncia com base no uso de um pai-
nel de 20 amostras de soro de pacientes com histo-
rico recente de sarampo, rubéola ou outras doencas
exantematicas.

Os painéis de ensaios de proficiéncia (EC) sdo forneci-
dos aos membros do RMLSR para avaliar sua capacida-
de de detectar IgM contra sarampo e rubéola usando
o teste ELISA. Os painéis de EC sdo preparados pelo
Laboratoério Victoriano de Referéncia em Doencas In-
fecciosas (VIDRL, na sigla em inglés) em Melbourne,
Australia. O VIDRL éum LRR paraa Regido do Pacifico
Ocidental e, por designacdoda RMLSR da OMS, éres-
ponsavel pela producéo dos painéis de EC e relatérios
de avaliacdo (39). Na Regido das Américas, a distribui-
cdo dos painéis aos membros da RRLSR é coordenada
pelos CDC, como o LME, em conjunto com represen-
tantes do programado pais, gerentes dos laboratorios
eo CRL.

A anélise e a apresentacdo dos resultados devem ser
adequadas, conforme descrito nos documentos de
acreditacdo. Os resultados sao enviados a OPAS, a
sede daOMSem Genebrae ao VIDRL. Apds a apresen-
tacdo dos resultados, o laboratério recebe um relatério
do VIDRL no prazo de 10 dias.

O CRLdeve: 1) fazer o acompanhamento da participa-
¢cdo dos LN no programa de EC em relacdo ao IgM; e
2) elaborar planos de melhoria em todos os casos em
que ocorrer um baixo desempenho, trabalhando em
colaboracdo com a equipe desses laboratorios para
melhorar a sua capacidade.

8.2 Controle de qualidade indireto dos
testes de IgM

O envio de soro das anélises de rotina realizadas nos
LNs ao laboratério de referéncia designado (LLR ou
LME) para o controle de qualidade (precisdo) & um
componente importante do programa de garantia de
qualidade da RMLSR.

Para garantir um alto nivel de confianca na qualidade
dos testes sorologicos realizados pela RRLSR para a
deteccdo da IgM (contra sarampo e rubéola), todos
0s LNs devem enviar, uma vez por ano, amostras de
soro ao LRR (estabelecido pelo CRL), para avaliar o
controle de qualidade. As amostras devem ser sele-
cionadas aleatoriamente entre as processadas nos 12
meses anteriores, devem ter um volume suficiente e
ser organizadas de forma consecutiva com respeito
aos resultados de IgM. Deve-se cumprir os seguintes
critérios na selecdo das amostras:

» pelomenos 10 amostras com resultado IgM negati-
vo contra sarampo;

o até 10 amostras com resultado IgM positivo para
sarampo;

* pelo menos 10 amostras com resultado IgM nega-
tivo contra rubéola;

o até 10 amostras com resultado IgM positivo contra
rubéola; e

e até 10 amostras com resultado indeterminado de
IgM contra sarampo ou rubéola.

O LN deve preencher o formuldrio para enviar as
amostras ao LRR ou ao LME, para avaliacdo do con-
trole de qualidade (Anexo 2) e deve inclui-lo no envio.
O LRR utilizard o formulario que receber para atualizar
o registro dos resultados.

Os testes diagnosticos realizados pelo LN serdo ana-
lisados pelo LME ou pelo LRR e os resultados serdo
comunicados ao LN gue enviou as amostras e ao CRL.
No caso de resultados discordantes, serdo realizados
testes adicionais ou consultas ao LME ou LRR através
do CRL para resolver quaisquer problemas percebi-
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dos. Os resultados da avaliacdo do controle de qua-
lidade serdo registrados na lista de verificacdo para
a acreditacdo anual da OPAS/OMS e farao parte da
pontuacdo de acreditacao.

8.3 Participacao no programa mundial
de ensaios de proficiéncia dos testes
moleculares

Desde 2015, a OMS e 0os CDCs lancaram um progra-
ma de EC para técnicas moleculares. Os membros da
RMLSR que realizam testes moleculares participam
desse programa.

O painel de EC consiste em discos de papel de filtro
FTA® 4 contendo lisados de células infectadas com
0 virus do sarampo ou da rubéola do tipo selvagem.
Todos os discos sdo nao infecciosos e o RNA deve ser
extraido e analisado com testes moleculares usados
em laboratério. Os resultados devem ser apresentados
usando o formulario de notificacdo fornecido com o
painel de EC.

Os resultados do painel de EC enviados pelos LNs e
LRRs sdo avaliados pelo LME (CDC) com base nos se-
guintes critérios:

e a capacidade de detectar o RNA do sarampo e da
rubéola por RT-gPCR;

 acapacidade de gerar os amplicons (fragmentos am-
plificados) necessarios para a andlise do genétipo; e

e acapacidade derealizar o sequenciamento e a ana-
lise da sequéncia para identificar corretamente o
genotipo do virus.

Usando esses critérios, a analise molecular é avalia-
da pelo LME e o laboratério participante e o CRL sdo
notificados. Em alguns casos, solicita-se aos LNs que
repitam a andlise de uma ou mais amostras e apresen-
tem o resultado correto antes que o laboratdrio seja
considerado competente em anélise molecular. Esses

resultados devem ser incluidos na lista de verificacao
de acreditacdo anual da OPAS/OMS e sdo levados em
consideracdo na pontuacao de acreditacao.

8.4 Controle de qualidade de analises
moleculares: RT-qPCR e sequenciamento

A alta sensibilidade dos métodos de PCR pode levar
aresultados falso positivos causados pela contamina-
cdo por produtos de PCR anteriores ou amplicons.®
Também é possivel a contaminacdo cruzada entre as
amostras (40).

Seguir as recomendacoes fornecidas a seguir pode re-
duzir a probabilidade de contaminacéo:

» mantenha um fluxo de trabalho unidirecional;

o certifique-se de que ndo haja troca de insumos ou
equipamentos entre o espaco em que a amostra
€ preparada e 0 espaco em que os reagentes sdo
preparados, nem entre 0s espacos em que a ampli-
ficacdo ou deteccao érealizada e aqueles em que as
amostras sdo preparadas;

e use luvas em todos os experimentos para evitar a
contaminacao com as ribonucleases (RNases) exis-
tentes nas maos;

o troque as luvas apos tocar na pele, em macanetas e
superficies comuns;

e useum conjunto exclusivo de pipetas, que devem ser
usadas somente para o trabalho de RNA,;

o use pontas de filtro e tubos que tenham sido testa-
dos e garantidos como livres de RNases;

o use produtos quimicos ereagentes livres de RNases;

e reduzaacontaminacdo por RNases limpando supor-
tes paratubos, micropipetas mecanicas e superficie
de trabalho dacabine de PCR cometanol 70% e len-
cos RNaseZap®.4

e reduzaacontaminacao por acido desoxirribonuclei-
co (DNA) com exposicdo a luz ultravioleta por 15
minutos (de acordo com os protocolos dos CDCs).

3 Segmentos de DNA aos quais foi aplicada uma amplificacdo e que, portanto, contém material genético replicado.

4 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/AM9780
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8.5 Documentacao de casos esporadicos
com IgM positivo

O CRL preparara resumos incluindo todos os dados
de desempenho do laboratério, como status de acre-
ditacdo, resultados obtidos nos painéis de EC e testes
de confirmacao. O resumo serd distribuido a todos os
membros da RRLSR e pessoas responsaveis pelos pro-
gramas de combate ao sarampo e a rubéola dos paises.
Esses dados serdo fundamentais para avaliar aqualida-
de das analises laboratoriais durante a fase posterior
a eliminacéo do sarampo e da rubéola na Regido das
Ameéricas.

Deve-se fornecer trimestralmente ao CRL (ver Anexo
3) adocumentacao dos casos esporadicos com resulta-
do IgM positivo, independentemente de sua classifica-
cdo final (ver secdo 5). Sdo esperados casos esporadi-
cos com resultado IgM positivo quando a prevaléncia
da doenca é baixa (ver Anexo 4). Esses casos servem
para medir a capacidade do sistema de vigilancia (30).
O registro desses casos em um formato padronizado:
1) permite uma avaliacdo consolidada desses casos
como parte da revisdo geral da vigilancia laboratorial;
2) facilita a classificacdo dos casos; e 3) facilita a ge-
racdo de informacdes a serem publicadas em artigos
cientificos, além de fornecer evidéncias valiosas para
gerar diretrizes.

8.6 Notificacao dos dados

Anotificacdo pad ronizada é fundamental para o suces-
sodaRRLSR. E recomendavel a ades&o aos protocolos

5 http://www.who-measles.org
6 www.who-rubella.org

recomendados para a notificacdo dos dados. A maioria
dos laboratoérios informa os resultados soroldgicos de
rotinaa OPAS por meio do Sistema de Vigilanciaparaa
Eliminacdo do Sarampo ou do banco de dados do Siste-
ma Integrado de Informacao de Vigilancia. O relatorio
dos resultados deve incluir, no minimo, as seguintes
informacdes: nome do laboratdrio, tipo de amostra,
numero de registro do laboratério, nimero de iden-
tificacdo da amostra, Ultima vacina contra sarampo e
rubéola, data de aparecimento do exantema, data de
obtencao daamostra, data de recebimento, tipo de tes-
te, resultado de cada teste, critérios de interpretacdo
de cada teste, data de apresentacao dos resultados e
nome do responsavel pelo laboratoério ou da pessoa
que realizou os testes.

Anotificacdo adequada dos dados de sequenciamento
e das informacoes do virus é um componente funda-
mental davigilancialaboratorial em um contexto de eli-
minacao e na fase posterior a eliminacdo. Apés aiden-
tificacdo de um gendtipo, os laboratdérios que realizam
analises da sequéncia devem notifica-lo ao CRL o mais
rapido possivel. Devido as complexidades da andlise da
sequéncia, especialmente para o virus da rubéola, mas
também para o virus do sarampo, as determinacoes
de gendtipos (filogramas) podem ser compartilhadas
comos LRRs ou LMEs antes de enviar informacdes aos
bancos de dados. As informacdes do gendtipo do virus
devem ser transmitidas aos bancos de dados mundiais
de sequéncias de sarampo e rubéola da OMS, Measles
Nucleotide Surveillance-MeaNS® e Rubella Nucleotide
Surveillance-RubeNSé e ao CRL, no prazo de dois me-
ses a partir do recebimento das amostras.


http://www.who-measles.org/
http://www.who-rubella.org/
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Anexo 3. Registro laboratorial dos casos esporadicos de sarampo ou rubéola com um
resultado IgM positivo ou indeterminado

Nome do paciente: ID do caso:
|dade do paciente: Residéncia (distrito/cidade):
Data de inicio da febre: Data de aparecimento do exantema:

Diagnostico clinico: [ ] Rubéola []Sarampo [ ]N3o especificado [_|Outro

Forte suspeita de sarampo ou rubéola: [ JN&o [ ]Sim
Histérico de vacinacdo? (SR/dupla viral (sarampo e rubéola) ou SRC/Triplice viral (sarampo, rubéola e caxumba)
__1Sim, vacinado (responder todas as perguntas a seguir que sejam aplicaveis) || N&o vacinado || Desconhecido

| 1 dose Data: | |Desconhecido

| ]2 doses Data: | |Desconhecido

Exposicdo a um caso confirmado ou contato com visitantes internacionais? | |Nao [ _Sim
Historico de viagens nos 21 dias apds o aparecimento do exantema? |_INdo [ ]Sim

Data de retorno da viagem:

1. RESULTADOS LABORATORIAIS

1.1. Métodos soroldégicos

soxauy

Primeira amostra de soro Primeira amostra de soro
Data de obtencao: Data de obtencao:
IgM Positivo | Negativo | Indeterminado | OD /CO* IgM Positivo Negativo | Indeterminado OD/CO*
Sarampo Sarampo
Rubéola Rubéola
lgG Positivo | Negativo Nao realizado OD / CO* IgM Positivo Negativo Né&o realizado Valor (titulo
de 1gG**)
Sarampo Sarampo
Rubéola Rubéola
Avidez de Baixa Alta Indeterminada Avidez de Baixa Alta Indeterminada
IgG IgG
Sarampo Sarampo
Rubéola Rubéola
* OD = densidade ¢tica / CO = valor de corte
** Para determinar a soroconversao de IgG, a primeira e a segunda amostras de soro devem ser processadas no mesmo teste.
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1.2. Métodos virolégicos

Amostra obtida? Nao Sim Data de obtenc¢ao

Estado da amostra

swab faringeo

swab nasal

swab nasofaringeo

Urina

Isolamento de virus: [ |NZo [ |Sim [ |Resultadoobtido: [ |Negativo [ |Positivo

RT-qPCR: [ |N3o [ ISim [ |Resultadoobtido: [ |Negativo [ |Positivo

Genétipo: | |Nao [ |Sim | |Resultado obtido:|

2. ANALISE DO CASO

Confirmado por laboratorio: [ IN&o [ ]Sim

Descartado em funcao de:

Testes laboratoriais: | IN&o [ ]Sim
Dados clinicos: | IN&o [ ]Sim
Dados epidemioldgicos: [ INao [ 1Sim

Nao foi possivel descartar com os testes laboratoriais disponiveis: _ INao [ISim

Se alguma das respostas foi “sim”, forneca informacoes detalhadas e adicione as observacdes pertinentes.

Nome e cargo das pessoas que participaram do exame:

Local e data darevisdo do caso:
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Anexo 4. Influéncia da prevaléncia no valor preditivo positivo do teste

Embora os testes de diagndstico permitam a determinacdo de anticorpos contra o virus do sarampo ou rubéola, é
importante considerar que os resultados dos testes dependem do cumprimento de todos os critérios de validade
estabelecidos pelo fabricante. Além disso, os resultados podem depender da doencaem uma determinada populacéo.

Para ilustrar melhor essa situacdo e seguindo o teorema de Bayes, apresentamos um teste para determinacdo de
anticorpos 1gM contra o sarampo com sensibilidade de 97% e especificidade de 99% em uma populacio de 500
pessoas, em dois cendrios epidemioldgicos diferentes: em um cenario com uma prevaléncia de 10% e em outro com
uma prevaléncia de 1%.

O resumo dos resultados obtidos para cada cendrio € apresentado no formato de tabela 2x2, como mostrado a seguir.

soxauy

Resultado do teste Doentes Saudaveis Total
Positivo a b a+b

Negativo o] d c+d

Total a+c b+d N

a = doente com resultado positivo (verdadeiro positivo) a+b = ndmero total de individuos com resultado positivo

b = saudaveis com resultado positivo (falso positivo) c+d = numero total de individuos com resultado negativo
¢ = doente com resultado negativo (falso negativo) a+c = total de individuos doentes
d = saudavel com resultado negativo (verdadeiro negativo) b+d = total de individuos saudaveis
N = total da populacao

VPP =a/atb

VPN=d/b+d

Cenario 1: Prevaléncia de 10% Cenario 2: Prevaléncia de 1%

Sensibilidade do teste: 97%
Especificidade do teste: 99%

Sensibilidade do teste: 97%
Especificidade do teste: 99%

Resultado do Doentes Saudaveis Total de Resultado do Doentes Saudaveis Total de
teste testes teste testes
Positivo 49 5 53] Positivo 5 5 10
Negativo 1 445 447 Negativo 0 490 490
50 450 500 5 495 500

VPP =49/53=0,91
VPN =445/447 = 0,99

*Teorema de Bayes: permite calcular o valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) a partir da sensibilidade e especificidade em diferentes prevaléncias.

VPP =5/10=0,50
VPN =490/490=1
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